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ENGLISH SUMMARY
In everyday life, we are in contact with microorganisms that spread around in our environment, on our skins, food and air. However, we don't normally get sick thanks to the protection of the so-called "immune system" . The immune system can recognize the infectious pathogens such as bacteria, fungi and virus, and release a large number of chemicals (immune mediators) to trigger other cells and processes in the body to eliminate the pathogens. This process is called inflammation, a part of the immune response. In an ideal condition, the immune response is regulated so that it is sufficient to kill the infectious pathogens but not to harm the other cells, tissues and organs in the body. However, once the immune system over-works to fight the infections, it can cause life-threatening damage to various organs in the body. Such syndrome is called sepsis, or sometimes, septicemia, blood infection. Every year, there are more than 31 million sepsis cases with the mortality rates of 17-26%. Until now, there is no specific therapy prescribed for sepsis patients, making it a global health focus with high incidence rate, mortality and morbidity. Patient symptoms are highly varied on the degree of inflammation and organ damage. These differences among patients can be attributed to two main issues: 1) how pathogenic is the infectious pathogen(s) ?; 2) does the host have any predisposition factors for sepsis (genetics, age, use of immunosuppressive medications, diabetes, etc.) .
In this thesis, we aim to understand these questions, hence sepsis heterogeneity by using functional genomics approach.
In Chapter 1, we discussed the recent advances on the pathophysiology of organ failure in sepsis We primarily focused on the kidney and the lung, the most commonly failed organs in critically ill patients with sepsis. Despite a similar systemic insult caused by infection, each organ displays different clinical manifestations and pathobiology. We also pay particular attention to the role of endothelial cells, lining the blood vessel, in each organ. We described that endothelial responses to infections are different among organs and to some extent shows organ-specificity. Given the heterogeneous in endothelial responses in organ-failures, future research looking into endothelial heterogenic response may partially explain organ failure in sepsis.
In Chapter 2, we explored how genetics can affect the onset or survival of sepsis patients.
Each individual is unique based on the sequence of their genome. Therefore, by sequencing and comparing the genome of patients and healthy individuals (GWAS studies), researchers have identified some genetic variants (SNPs) that are associated with the disease. However, due to the broad symptoms and heterogeneity of sepsis, it was difficult to point out which genetic variants could be the causal of the disease. In this chapter, we aimed to identify which genes and pathways affected by these genetic loci reported from GWAS, to gain insights into the mechanism determining differences between patients. We performed integrative analyses using sepsis GWAS loci, expression quantitative trait loci (QTL), gene expression data from patients and cytokine QTLs to prioritize 55 genes that potentially can cause sepsis onset or sepsis mortality. Interestingly, by performing enrichment analysis to find the common function of genes APPENDICES nearby GWAS loci, we found that these genes can affect adherence junction, which determines the intact of the blood vessel (endothelial) barrier. We therefore suggested that these GWAS genetic variants can affect the disease by altering the immune and endothelial pathways.
In Chapter 3, we investigated the contribution of genetics in a subgroup of sepsis patients, Candidemia.
We combined both clinical and ex-vivo stimulation data. By comparing the amount measured in serum, we identified 32 immune mediators (cytokines and inflammatory circulating proteins) differ between patients and healthy individuals. For these 32 proteins, we tested how genetic variants (SNPs) could contribute to the variability in protein levels (pQTLs) by using ex-vivo experiments. In particular, we stimulated leukocytes from a larger number of individuals with Candida albicans yeast, measured the level of immune mediators secreted and integrated with the genotypes of the individuals. We found genetic variants in 10 loci that can alter the levels of 7 immune mediators in the context of Candida infection. Furthermore, we also investigated if differences in patient susceptibility and survival can be explained by modulating the levels of immune mediators. Interestingly, we found that genetic background determining these three traits are different. It indicates that multiple processes, other than the secretion of immune mediators are contributing to patient susceptibility and survival, in Candidemia, or sepsis in general.
In chapter 4, we delineated the responses of endothelial cells and the influence of immune mediators secreted by leukocytes on endothelial cells in responses to sepsis-mimicking pathogens.
We systematically profiled leukocyte transcriptomes in responses to a wide range of pathogens, including Gram-positive bacteria, Gram-negative bacteria and fungi. We also revealed the transcriptomic changes in endothelial cells upon direct exposure to different types of infections. Besides pathogen-specific responding genes, there are a set of genes responding to all pathogens, indicating the existence of a set of core genes in leukocytes, which is responsible for fighting against infections in general. Endothelial cells, on the other side, do not response to direct exposure to Gram-positive bacterial and fungal lysates. We further investigated the effect of secreted mediators from pathogentreated leukocytes on endothelial responses. We found a strong activation of pathways in endothelial cells, especially IL-1, TNF-α and IFN pathways, in response to leukocytesecreted mediators. Interestingly, after blocking IL-1 and neutralizing TNF-α in leukocytereleased mediator mixture, we showed that IFN pathway activation in endothelial cells is independent of IL-1 and TNF-α. Our study, thus demonstrated the important roles of endothelial cells in amplifying inflammatory signals released by leukocytes in the context of infections.
In chapter 5, I summarized and speculated the implications of our findings in understanding sepsis heterogeneity.
Although inflammation is central to the fight against infectious pathogens, it should not be the sole focus in sepsis research. Vascular and intestinal barrier functions are also important in sepsis. I also highlighted the role of ex-vivo studies in identifying the role of host genetic variation in determining the interindividual variability in response to infection. I also discussed challenges in our current models and future perspectives.
NEDERLANDSE SAMENVATTING
Micro-organismen zitten op onze huid en ons voedsel, en ook zweven zij rond in de lucht die ons omringt. Dit maakt dat wij mensen dagelijks in contact staan met deze organismen. En hoewel velen van hen bekend staan als veroorzaker van ziektes, raken wij doorgaans niet geïnfecteerd. Dit komt doordat wij een 'immuunsysteem' bij ons dragen, dat ons beschermt tegen infectie. Dit immuunsysteem is in staat om ziekteverwekkers zoals bacteriën, schimmels en virussen, ook wel 'pathogenen' genoemd, te herkennen. Daaropvolgend worden stoffen uitgescheiden, waarmee lichaamscellen worden geactiveerd om het lichaam te verdedigen tegen de indringers, en worden processen in werking gezet om deze te elimineren. Dit proces is onderdeel van de 'immuunrespons' en wordt 'inflammatie' genoemd. Idealiter worden in de immuunrespons pathogenen gedood en lichaamseigen, gezond, weefsel en organen gespaard. Echter, soms komt het voor dat de balans tussen doden van een pathogeen en behouden van lichaamseigen weefsel en organen is verstoord, wat kan resulteren in een levensbedreigende situatie genaamd 'sepsis' , of bloedvergiftiging. Jaarlijks zijn er wereldwijd meer dan 31 miljoen gevallen van sepsis, in 17-26% van de gevallend leidend tot de dood. Momenteel bestaat er geen specifieke behandeling voor sepsis, wat de noodzaak van het doen van onderzoek naar de oorzaak en behandeling onderstreept.
Niet alle gevallen van sepsis zijn gelijk. Verschillen in het ziektebeloop bij sepsis kunnen worden toegewezen aan: 1) verschillen in ziektemechanismen tussen verschillende ziekteverwekkers, en 2) verschillen in de ontvankelijkheid voor deze pathogenen, zoals door erfelijkheid ('genetica'), leeftijd, immuunsysteem onderdrukkende medicatie, suikerziekte etcetera.
Deze thesis beschrijft onderzoek naar de invloed van al deze factoren op sepsis, middels de zogenaamde 'functional genomics' aanpak, om verschillen in ziektebeloop bij sepsis te verklaren.
In hoofdstuk een worden recente ontwikkelingen in onderzoek naar de oorzaak van het falen van orgaanfunctie bij sepsis samengevat. We hebben ons hier met name gericht op de twee meest frequent betroffen organen, de nieren en de longen. We beschrijven specifiek de rol van endotheelcellen, de cellen die de binnenwand van de bloedvaten bekleden. Afhankelijk van het orgaan, reageren deze cellen anders op infectie. Mogelijk ligt in deze cellen een oorzaak van orgaan falen in sepsis.
Hoofdstuk twee en drie beschrijven de invloed van erfelijke varianten op de kans op het krijgen van sepsis. Iedereen draagt varianten in de erfelijke informatie, het DNA, bij zich die hij of zij van zijn ouders heeft geërfd. Deze varianten, 'SNPs' , beslaan zo'n 0,5% van ons DNA en dragen bij aan verschillen in uiterlijke kenmerken, maar ook in hoe ziekten zich manifesteren. In grote erfelijkheidsstudies (GWAS) zijn SNPs gevonden die statistisch gezien geassocieerd zijn met sepsis. Wat de functie van die varianten precies is in sepsis, is grotendeels onduidelijk.
In hoofdstuk twee identificeren wij de functionele eenheden in het DNA, 'genen', en processen die door met sepsis geassocieerde SNPs worden beïnvloed. We hebben de invloed van SNPs op RNA-expressie levels van aanliggende genen, alsook op de expressie van immuun mediatoren onderzocht. Zo vonden wij 55 genen die mogelijk sepsis kunnen veroorzaken, of aanleiding van dood door sepsis kunnen zijn.
Een deel van deze genen is betrokken bij het in standhouden van bindingen tussen endotheelcellen, 'zonula adhaerens' , en dus bij de bloedvatwand barrière. Samenvattend kunnen GWAS SNPs sepsis beïnvloeden door immuun-en endotheel functie te verstoren.
In hoofdstuk drie onderzoeken wij in een subgroep van patiënten, leidend aan sepsis met de candidabacterie, 'candidemie', naar de invloed van SNPs op de immuunrespons en overleving. Wij vergelijken bloedserum waarden van patiënten met gezonde vrijwilligers, en vinden 32 immuun mediatoren (zoals cytokines en ontstekingseiwitten), die verschillend zijn tussen de twee groepen. Voor elk van deze 32 eiwitten testten wij in ex-vivo stimulatie experimenten welke SNPs mogelijk een verschil in eiwit expressie daarvan zouden kunnen geven. We vonden 10 plekken op het genoom, 'loci' , die de expressie van 7 immuun mediatoren in de context van candidemie beïnvloedden. Deze overlappen echter niet met de genetische varianten zoals beschreven in hoofdstuk twee. Dit geeft aan dat niet enkel de uitscheiding van immuun mediatoren, maar ook andere processen bijdragen aan de overleving van en de gevoeligheid voor sepsis, en in het bijzonder candidemie.
In hoofdstuk vier hebben we de respons in kaart gebracht van endotheelcellen en de invloed van immuun mediatoren, zoals die worden uitgescheiden door witte bloedcellen, 'leukocyten', en endotheelcellen, op pathogenen die sepsis nabootsen. We hebben systematisch de transcriptionele respons van leukocyten op een variëteit aan pathogenen, waaronder Gram-positieve bacteriën, Gram-negatieve bacteriën en schimmels, onderzocht. Daarnaast hebben we de transcriptionele respons van endotheelcellen bekeken. We vonden pathogeen-specifieke responsgenen, maar ook een algemene set van respons genen, wat lijkt te wijzen op een vaste set genen in leukocyten, die verantwoordelijk is voor basale afweer tegen infecties. Endotheelcellen laten geen directe reactie zien na stimulatie met Gram-positieve bacteriën en schimmels. We hebben verder onderzocht of deze cellen wel reageren op immuun mediatoren die worden uitgescheiden door gestimuleerde leukocyten, en vonden dat, na stimulatie met immuun mediatoren, IL-1, TNF-α en IFN-processen worden geactiveerd. Door blokkeren van de cytokine IL-1, en wegvangen van TNF-α in de leukocytaire immuun mediatoren-mix, lieten we zien dat IFN-proces activatie in endotheelcellen afhankelijk is van deze cytokines. Onze studie onderstreept het belang van endotheelcellen in het versterken van ontstekings-signalen, zoals die worden uitgescheiden door leukocyten in de context van infecties.
Tenslotte vat ik in hoofdstuk vijf het belang van onze bevindingen voor het begrijpen van de verschillen in ziektebeloop bij sepsis samen, en bediscussieer ik mijn toekomstvisie daarop. Hoewel inflammatie centraal staat bij de afweer tegen infectieuze ziekteverwekkers, zou dit niet de enige focus moeten zijn in onderzoek naar sepsis. De functie van onze natuurlijke barrières, zoals die aanwezig is in onze bloedvaten en de darmen, is ook van belang. In deze thesis heb ik getracht te illustreren wat de rol kan zijn van ex-vivo studies in het identificeren van effect van genetica op de interindividuele verschillen in immuunrespons, in het kader van infectie en sepsis. Daarnaast bespreek ik uitdagingen in het hier gebruikte model, en speek ik mijn visie op de toekomst uit. 
